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けい れ ん系の E トマ ウ ス を使 い , パ ル プ ロ 酸(以下V P A と略)の抗 けい れ ん性機序 を明らか に す る
為, 脳内 γ ア ミ ノ 酪酸(以下 G A B A と略), ア ス パ ラギン 酸, グ ル タ ミ ン 酸濃度 に及ぼ す効果を評価 した.
対照と して , 脳 内 G A B A濃度 を増加 させ て抗 け い れ ん作用 をな す こ と が知 ら れ て い る ア ミ ノ オ キ シ 酢 酸
(以下 A O A A と略)の効果を評価 した . バ ラ ン ス を崩す 姿勢刺激, す な わ ち何回 か の, 15～ 20c m 空中に
放 り上 げ る こ と に よ り, 生 後 12～ 13適 齢 の Eト マ ウ ス は け い れ ん を お こ す. V P A 250m g/kg ま た は
A O A A 20m g/kg を腹腔内注射 の後 に, 放り上げ刺激に 対す る反応の評価 と脳内 G A B A, ア ス パ ラギ ン 酸,
グ)L,タ ミ ン 酸を測定 した. 小脳 を除い た脳 は液体窒素中で凍結 し, 溶 ける前 に す ばや く とり 出した. G A B A
, アス パ ラギ ン酸, グル タ ミ ン 酸の濃度 は酵素法に よ っ て測 っ た . V PA(250m g/kg)の投与は, E l- マ ウ
ス を放 り上げ刺激 に よ る け い れ ん か ら, 注射後15分か ら90分 にわ た り 阻止 した. こ の 期間中, 脳 内ア ス
パ ラ ギ ン 酸濃度 は 2JL m Ol/g湿重量以下に 減少 して い た. 対照的 に, 脳内 G A B A濃度 は, V P A注射後 15
分値で は変化が な か っ た . し か し注射後 30分値 で ピ ー ク レ ベ ル に 増加 した . 3耳 m Ol/g 湿重量は越 え なか
っ た
.
ア ス パ ラ ギ ン 酸と G A B Aの 両 レ ベ ル は V P A注射 の 6時間以内に 治療前の レ ベ ル 約 3.3JL m Ol/g と
2.2〟 m Ol/g 湿重量に も ど っ た . し か し, V P A投与 は脳内グル タ ミ ン 酸濃度 に 有意な変化をお こ さ なか っ
た . 放 り上 げによ る けい れ ん は, A O A A(20m g/kg) 注射後90分か ら6 時間 にわ たり完全に阻止 された .
その 期 間中, 脳 内 G A B A濃度は 4JL m Ol/g 湿重量以上 に増加 した . こ れ らの結果 は E l- マ ウス に お け る
けい れ ん阻止 に 必要と 思わ れ る脳内濃度 は, G A B A で は 4JL m Ol/g 湿重量以上, ア ス パ ラ ギン 酸 で は 2
〟 m Ol/g 湿重量以下 を示 し てい た . そ れ故, V P A投与 に お け る E l-マ ウス の けい れ ん抑制 は, 脳内 G A B A
濃度の増加 よ りも ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度減少に よ り強く依存 して い る と考 えた.
B y w o rds Elm o u se, Aspartic a cid, γ -Amin obutyric a cid, Valpr oic a cid.
バ ル ブ ロ 酸(以下 V P A と略)は, は じめ溶剤と して
使われ て い た が, 1963年 M e u nie rl)ら に より抗 け い れ
ん作用 が発見さ れ た. 現在難治性の小発作 て んか ん群
を はじめ と して , 大発作, 純粋小発作等と広範 に使 わ
れ, す ぐれた 抗け い れ ん作用 を示 して い る2ト6)
そ の抗 けい れ ん作 用 は抑制性神経伝達物質の γ- ア
ミ ノ酪酸( 以下G A B A と略)の 脳内濃度増加作用 に よ
るも の と 考えら れ て い る7)
.
しか し, 治療域で の使用量
で は脳内 G A B A濃度の 増加は充分で な い と い う . 近
年, 興奮性神経伝達物質の ア ス パ ラギ ン 酸の 脳内濃度
を減少させ る作用も報告さ れ て い る8)9).
そ こ で, 著者は V P A の抗 けい れ ん作用の機序 を解
析す る 為, 放 り上げ刺激 に よ り人間の 大発作と よく似
た発作 を お こ す こ とが 知 られ て い る, El-マ ウ ス 1 0)に
V P A を腹腔内注射 した. そ して , そ の 脳内 G A B A, ア
ス パ ラ ギ ン 酸, グル タ ミ ン 酸漉度の変化 を調 べ た.
V P Aの 脳 内 ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度減少作用 が , そ の抗
け い れ ん作用 とよ く相関す る こ と を見出した .
材 料 と 方 法
Effects of Valpr oic Acido nSeizu reT hr esholds and Brain Co n ce ntr atio n s ofγ- A min o-
butyric Acid, Aspartic a cida nd Gluta mic a cid in El m o us e. Yuichi Mur ata, Depa rt-
m e nt of Pediatrics,(Dire cto r:Pr of. N . Ta nigu chi), Scho ol of Medicin e, Ka n a z a w aUni-
V e r Sity.
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El- マ ウ ス は, 1954年に 発見さ れ, 1959年 に国立予
防衛生研究所の今泉に よ り , 当初 ep- マ ウ ス と して 報
告され た特殊系 マ ウ ス で あ る. 1964 年に 国際登録 に よ
り E トマ ウ ス と命名さ れ た. この マ ウ ス は外観上 , 他の
健常な ヤ ウス と は変ら ない が, 生後 8週以 降頃よ り,
平衡感覚 を失わせ る 様な刺激に よ り容易 に 痙攣が誘発
され る よう に な る
.
しか も痙撃に よ り死 ぬ こ と は な い .
今回 の 実験 に は, こ の El- マ ウ ス の F 78～ F 80で , 週
齢 12～ 13週の も の を雌雄関係 な く 使用 した . 28 日齢
まで は, その 匹数 に か か わ らず同 一 ケ ー ジ 内に , 同 一
腹の 仔と母親 とと も に 飼育 した . 29日齢以降 は親か ら
離 し て, 雌雄別々 と し, 1 ケ ー ジ内 に 3 ～ 5 匹の 飼育
数 と した. 飼育条件は, 温度23± 2
0
C, 湿度68%, 人
工照明 (明期: 6 ～ 18時, 暗期 : 18～ 6時) と し た.
実験 は 14～ 24時の 間に 行っ た .
第 5週齢日 よ り, 週 1回 の放 り 上 げ刺激 を行い , 容
易に 発作 をお こ すよ う に した . 痩攣発作 を簡単に記述
す る と, 以下の よう に 経過す る. マ ウ ス を上 下に 軽く
放り 上 げる と ピグ ピ クと い う 動作と と も に , チ ュ ッ チ
エ ッ
… … と疇泣 して突然横転す る. 次い で強直性痙攣
期 , 間代性痩攣期を経て 回復 して い く. こ れ以外で 途
中で とん坐 す るも の は不完全発作 と した .
V P A は鐘紡株式会社よ り 原末の 提供 を受 け た. 原
発 を生理 食塩水で 0.3～ 0.4 ml が約 250m g/kg に な
る よ う に 調整 し, Eト マ ウ ス の腹腔内に 注射 した .
一 方, G A B Aト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ を選択的 に 阻害
し, 脳 内 G A B A濃度の み を増加 させ る こ と が知 ら れ
て い る ア ミ ノ オ キ シ 酢酸(以下 A O A A と略)1 1)を, 脳
内 G A B A濃度の み を増加 させ た場合 の抗 け い れ ん作
用 を知る ため の対照と した. そ して, 約 20m g/kg を腹
腔内注射 した.
各薬物 の注射前, 注射後 15分, 30分, 60分, 90分,
120分, 6時間の 各々 の 時間に , 50回 の 放 り上 げ刺激
(高さ 10～ 20c m位)を行っ た . 刺激 の直後, ま た は,
け い れ ん発作 をお こ した 時は 間代性痙撃期か ら そ の 直
後 に か け て断頭 し, 液体窒素申で凍結 した . 同時 に 断
頭部 より ヘ パ リ ン採血 を した . 脳 は凍結 して い る 間に,
速 や か に 小脳 と臭球を除い た 全脳 を と り出 して 測定 し
た. 脳重量は 270m g 前後 で あ っ た .
抽 出は 3 M一 過塩素酸 で ホモ ジナイ ズ し, 3,000 G,
15分間遠心 した. その 後, 上清 を2 M- K H C O3で pH
6～ 7に 調整 し, 1時間, 水冷静置の後 10,000 G, 10分
間遠心 し た. そ の上清 を測定 ま で , - 20
0
C で凍結保存 し
た. 血祭 も同様 に 保存 した.
血柴中 の V P A濃度 は酵素免疫法 の E M I T法 で 測
定 した. 脳 内 G A B A, アス パ ラ ギ ン 酸, グル タ ミ ン 酸





に よ っ て測 っ た . すな わ
ち, 加藤尚彦1 2)と Gr aha m
1 3)ら の方法 を 一 部改変して
測定 した.
ま ず G A B A は, 過 剰羞 の α - ケ ト グ ル タ ル 酸と
N A D P+の 存在下 で G A B A を下記 の 2 つ の 反 応に よ
り N A D P Hに 転換 し, そ の 螢光を測定す る 方法で あ
る
.
(1) GA B A十二α - ケ トグ ル タ ル 酸





コ ハ ク 酸 + N A D P H+ H+
反応液 と して , ピロ リ ン 酸塩綬衝液(0.1 M, pH 8.4)
3 ml, G AB ASE[0.075 M- リ ン酸緩衝液 に 25%(v/v)
グリ セ ロ ー ル を含む も の に 1単位/ml の割合 に 溶解]
0.5ml, N A D P
+(1 m M/L, pH 7.0)0.5 ml, αMケト
グル タ ミ ン 酸(60m M/L, pH 7.0)0.5ml, 0･4%2-メ
ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 0.5mlの 混合液 を調整す る. この
反 応液 50〝1 と試料 100/Jl とを 混合 し, 室温で 45 分
間反 応 させ た後, 0
0
Cで 1 N- NaO H lOJLlを加 えて,
60
0
Cで 15分間温浴 に よ り, N A D P H を保存 し て 基質
を破壊 す る. そ の 後, O
O
C で 0.03% H202-9 N- NaO H
320ノJl を加 え, 6げCで 10分間温浴 し,弓卓ア ル カリ によ
る螢光増加 を した後, 日立204形分光け い 光光度計に
よ り, 340m 〟 の波長 で励起 し, 450m 〟 で 測定した.
ア ス パ ラ ギ ン 酸は, 過剰量 の α-ケ ト グ ル タ ル 酸と
N A D Hの 存在下 に , 下記の 2 つ の 反応 に よ り ア ス パ
ラ ギ ン酸 を N A D+ に 転換 し, そ の 螢光 を測定する方法
で あ る. ト ラ ン ス
(1) ア ス パ ラ ギ ン 酸十 α-ケ ト グル タ ル 酸乙主土二皇
オ キ ザ ル 酢酸 + グル タ ミ ン 酸
(2) オ キ ザ ル 酢酸 + N A D H+ Ⅲ+
脱水素酵素
ら リ ン
ゴ 酸 + N A D+
反応液は , 200m M - イ ミ ダ ゾ ー ル 塩 酸 (pH 7.0) 3
ml, α - ケ トグ ル タ ミ ン 酸(60m M/L, pH 7.0)0,5ml,
N A D H(1m M/L)0.5ml, G O T (2m g/ml)100〟1,
リ ン ゴ 酸脱水素酵素(5 m g/ml)20/バ, 0 .4%2-メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル 0.5 ml を調整す る . こ の 反応液50〟l
と試料 50/∠1 と を混合 し, 室温 で 45分間反応 させ る.
そ の後, O
O
C で 1 N-H Cl lOJLl を加 え, 室温で 30分間
放置 す る. す な わ ち N A D+ を保存 し, 基質 を破壊する.
そ の 後 再 び 00C中 で 9N-NaO H 200/Jl を加 え て,
38
0
C30分間温浴 で 螢光増加 を行う. その 後,340m〟 で
励起 し, 450m/J で測定す る .
グ ル タ ミ ン酸 は, 過剰量 の N A D十 の 存在下で グ ルタ
ミ ン 酸 を下記 の反応 に よ り N A DIlに転 換 し, その 螢
光芸警誓て:慧志望こ迩 準璽α_ケ ト グ ル タ ル
バ ル ブ ロ 酸の 抗け い れ ん機序 に 関 して
酸+ NH3 +N A D H十 H
+
反応液と して, 200m M - ト リ ス塩 酸緩衝液(pH 8･4)
2.5ml, N A D
+(15m g/5 ml緩衝液)1･O ml, A D P(26
m g/5 ml綬衝液)0･5 ml, グル タ ミ ン 酸脱水素酵素(10
m g/ml) 0･45ml, 0･4%2-メ ル カ プ ト ユ タ ノ ー ノレ0･5
mlの 混合液 を調整 す る. こ の 反応液 50〟1 と試料 50
〟1 と を室温で 40
～ 45分間混 合反応 の後, 0
9
C中で 1 N
- NaO H 20〟1 を加 え, 70～ 80
0
C で温浴す る こ と に よ
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Fig,1. Relatio n ship betw e e n8u o r e sc e n ce of the
N A DP十 produ ctpr odu ced fro m the c o n v e rsion of
NA D P H by alkalin e-pe r O Xide tr e atm e nt a nd
G A B A le v esin thelXlO~1 0tolX lO~8 m olr a nge.
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Fig･2･ Relatio n ship betw ee nflu o r es c e n c eprodu ct
to N A D+ in str o ng alkalia nd a spa rtatele v elsin
the lx10- 1 0to 5×10-9 m ole r a nge.
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中で 0.03%H202-9 N- NaO H 200Jバ を混合 し, 600C
で 10分間温浴に よ り螢光増加 を行う . その 後, 340m 〟
で励起 し, 450mJJ で測定 した.
な お測定成績 は, 平均値 ± 標準偏差 で表わ し, 有意
差検定 に は, tテ ス ト法 を用 い た .
結 果
図 1, 2 , 3に 示 して あ る よう に , 脳内 GA B A, ア
ス パ ラ ギ ン 酸, グル タ ミ ン 酸濃度を測定す る為 に , 既
知の 標 準試料 の吸光度 を測定 して標準曲線を得た . 抽
出した 試料は全て , こ の標準曲線内に 入 っ て い た .
El- マ ウ ス の けい れ ん 発作 は , V P A約250m g/kg
注射の 後 , 50回放 り上 げ刺激に もか か わ らず, 注射後
15分か ら 90分 に か けて 抑制さ れ た. しか し120分以
降は抑制 さ れ なか っ た . 一 方 A O A A約 20m g/kg 注
射群 で は 30分後 より, け い れ ん発作の 域値の 上昇 がみ
られ た. 90分以降 は50 回の 放 り上 げ刺激 に もか かわ
ら ず, 発作は抑制さ れ た.
V P A 250m g/kg 注射後の 血 祭中 V P A濃度( 図4)
は 15分後に 558 ±97JJg/mlと 急激 に 上昇 し た. 30分
後も 540±134JJg/ml と, ほ ぼ同
一 レ ベ ル を保 ち, そ の
後減少 し た. 6時間後 に は, 血祭中か らは検出で き な
か っ た . 発作 と血祭中の V P Aレ ベ ル と の 関係を み る
と, 血集中の V P A濃度が , 約 170/Jg/ml 以 上 で発作
は抑制され て い た.
脳内 G A B A濃度(図5) は注射前の コ ン トロ ー ル群
で 2.24 ±0.27ルm Ol/g湿 重量 で あ っ た . 注射後 15分
値 で は 2.12±0.17/Jm Ol/g 湿 重量 と変化 し なか っ た .
0.1 1 2.5 5 7.5




Fig.3. Relatio n ship betw e e nN A D H flu o re s en c e
and gluta m atele v elsin thelXlO
- 1 0to 7.5×10
~ 9
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Fig. 4. Change s of V PA pla s m ac o n c entratio n s
afteri. p. inje ctio n of V P A(250m g/kg)in E ト













































Fig. 5. Effect of i. p. inje ctio n of V P A(250m g/kg)
in brain GA B Aa nd a spa rtate c o n c e ntr atio n s a s a
fun ctio n of tim e after inje ctio n. Ea ch point
repr es e nts a m e an±S Dof 3
-7 mice. ● , Br ain
G A B A; ○ , Brain a spa rtate; Signific a n c e v s.
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Fig. 6. Effe ct of i. p. inje ctio n of V P A(250m g/kg)
a s afun ctio n oftim e afte rinje ctio n. Ea ch point
repre s ents a m e a n±S Dof 3
-7 mic e.
30分後 に は 2.8 0 ±0.27ノJ m Ol/g 湿重量 と有意 に 増加
した . そ の 後 120分値 で減少 した が , 6 時間後 に は
2.25 ±0.71JJm Ol/g湿重量 と コ ン ト ロ
ー ル 備 に 復 し
てい た
.























































































































Fig･ 7･ Relatio n ship ofc o n v ulsio nto br ain G A BA,
a spa rtate a ndgluta m ate c o n c e ntr atio n s afteri.p.
inje ctio n of V P A(250 mg/kg). ● , atta Ck posi･
























































































Fig. 8. Effe ctof i. p.inje ction of A O A A(20mg/kg)
in br ain a spa rtate a nd gluta m ate c o n c entrations.
0 , Br ain a spa rtate; ● , Br aingluta m ate
ル 値 が 3.28±0.68JJ m Ol/g 湿重量 で あ っ た . 注射後
15分値 で は 1.91 ±0.21/J m Ol/g 湿重 量 と 有意 に 減少
し, 30分, 60分値と も ほぼ 一 定最低値 を保 っ た. その
後増加 し, 120分値で ほぼ コ ン トロ ー ル 備 に 復し てい
た. 脳 内 グ ル タ ミ ン 酸 濃度 は, コ ン ト ロ ー ル 傾 が
18.1±3.8〟 m Ol/g湿 重量 で あ っ た . 経 時的 に は有意
な変化 はみ なか っ た (図6).
け い れ ん 発作 の有無 と脳内 G A B A, ア ス パ ラ ギ ン酸
濃度 と の 関係 を み た もの が 図7 で あ る. 脳 内 G A B A
濃度 は 1～ 3〃 m Ol/g 湿重量 の範囲内 で 変動 し てい る.
発作 の無 い 群で や や 高い 傾向がある が, G A B A が高く
て も発作 を お こ して い る例も ある. 一 方 , 脳内ア スパ
ラギ ン 酸 濃度 は約 1～ 4/〃nOl/g 湿 重量 の範囲内で 変
動 して い る. 発作の 無い 群 で は, 発作群 に 比 べ て明ら
か に低 濃度 で あ る. しか も, そ の 溝度 が 約 2 〟m Ol/g
湿 重量 以下 で は発作 をお こ して はい な い .
次い で A O A A 20m g/kg注射群で の変化 をみ ると,
脳内 ア ス パ ラ ギ ン酸濃度と グ ル タ ミ ン酸 濃度 とは共に
有意 な変動 を しなか っ た ( 図8). 脳 内 GA B A濃度は
次 第 に 増加 し た. 注 射 後30分値 で は 3.12±0.20
〟 m Ol/g湿重 量 と有意 に 増加 した (図9). 同時 に発作
開値 の 上 昇 も 観 察 し た. 90分 値 で は 3.99 ±0.25
〃 m Ol/g湿重量 と コ ン トロ ー ル 値の 2倍弱と な り, そ
の 後 も増加 した . 発作 は完全に 抑制 され て い た . 発作
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Fig. 9. E ffe ctofi. p.inje ctio n of AO A A(20mg/kg)
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Fig.10 Relatio n shipofc o n v ulsio ntobrain G A B A,
a spa rtate a ndgluta m ate c o n c e ntr atio n s afteri. p.
injectio n of AOAA (20mg/kg). ● , atta Ck po si･
tiv e; ○, atta Ck negativ e
抑制時 の 脳内 G A B A濃度 は 4FLm Ol/g湿 重量以上 で
あ っ た (図10).
血 祭中 V P Aレ ベ ル と脳 内アス パ ラ ギ ン 酸濃度と の
関係をみ た のが 図11 である
.
V P Aレ ベ ル の増加に 従
い 脳内ア ス パ ラギ ン酸濃度は減少 して い る. つ ま り ,
V PA 濃度が 300JLg/ml までは 急速 に 減少 し, そ れ 以
上 で は減少程度は少 な い よ う で ある . 脳内 G A B A, グ
ル タ ミ ン 酸濃度に は, 明瞭な関係は み ら れ なか っ た .
考 察
現在, さま ざ ま な抗て ん か ん薬が 臨床応用 さ れ, て
んか んの 治療を容易 に して い る. しか し, それ ら抗 て
んか ん剤の 作用機序 に つ い て はま だ 充分に は解明さ れ
て い ない . その 作用 機序の解明は, 大 き く 2 つ に 大別
され るだ ろう . その 一 つ は, 実験て ん か ん動物の電気
生理学的レ ベ ル , も しく は可能で あ れ が単 一 ニ ュ ー ロ
ン レ ベ ル での 作用 機序の 解明 で ある. もう 一 つ は, 生
化学的, つ ま り分子 レ ベ ル での 作 用機序の解明で あ る.
それ らに は, エ ネ ル ギ ー 代謝, 電解質代謝, ア セ チ ル
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Fig. 11. Relatio n shipofbr ain aspa rtate c o n c e ntr a･
tio n sto pla s m aV P Acon c e ntr ations. Shaded
a r e ais m e a n±S Dofpretre atm e nt v alu e.
た っ て い る
. 今 回の研究で は, 後者の ア ミノ酸代謝に
焦点 をあて た.
脳の 全遊離 ア ミノ酸 のな か で グル タ ミ ン酸が 最も 高
濃度である. グル タ ミ ン 酸と代謝的に密接に 関係 して
い る グル タ ミ ン , ア ス パ ラ ギン酸, お よび G A B A を合
わ せ る と, 脳 の全遊離ア ミノ 酸の 70% 近く を こ の 4つ
の ア ミ ノ酸が 占めて い る. こ の割合 は, い ろ い ろな晴
乳動物で共通に み られ る1 4)
.
こ のうち, G A B A は主要
な抑制性神経伝達物質で ある
.
グル タ ミ ン酸, ア ス パ
ラ ギ ン 酸は それ ぞれ興奮性神経伝達物質と して知られ
て い る. 一 方, グル タ ミ ン に は神経伝達物質 と して の
働 き はな い . その 他, 含有量 の多い ア ミノ酸 と して は
タ ウ リ ン, グ リ シ ン お よび N - ア セ チ ル アス パ ラ ギ ン
酸が ある. タ ウ リ ン の大脳皮質, 脳幹で の抑制作用は
G A B Aに 比 べ て はる か に 弱い . 一 方 , グリ シ ン は 哺乳
動物の脊髄 と脳幹で抑制的に働く ら しい と し か判 っ て
は い な い
.
N - アセ チ ル ア ス パ ラギ ン酸 は神経細胞 のイ
オ ン 平衡 の維持 に 関与 して る とい う可能性が考え られ
て い る. こ れ ら の こ と か ら, 遊離 ア ミ ノ 酸 中 で は,
G A B A, グ ル タ ミ ン 酸, アス パ ラギン 酸が神経伝達物
質 と して よ り重要な位置 に あると考 え られ る. そ こ で,
著者は V P Aの 作用 機序 を考 える上 で, 小脳, 臭球 を除
い た 全脳中の G A B A, ア ス パ ラ ギン 酸, グ)t/タ ミ ン 酸
に つ い て分析 した.
従来, ア ミ ノ 酸分析 に 使用 され て 来た, ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー 法 は, 個 々の ア ミ ノ 酸の ピ ー クが 重な り分離
が不充分 な場合があ っ た
.
しか し, 今回使周 した 酵素
的微量測定法は , 測定す る物質の アミ ノ酸代謝 に 関与
す る特別 な酵素反応 を利用す る 為, 特異性が高 く, し
か も簡単 で , 一 度 に 大量に 測定で き る13).
こ れ まで の V P Aの作用機序 に つ い て の研究の大部
分は, 脳 内 G A B A濃度 に 関す るも ので あ っ た . それ ら
の研究で は , 脳 内 G A B A濃度の増加 は抗 け い れ ん作
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用の 発現 と作用 時期 と に よ く 相関 し て い る と い う.
Godin
7)は 1969年に その 効果 に つ い て は じめ て 報告し
て い る
.
それ に よる と, ウイ ス タ
ー 系の ラ ッ トに V PA
400m g/kg を腹腔内注射 を した と こ ろ, 1時間後の 脳
内 G A B A洩度は約 60% 増加した と い う . V P A はこ の
G A B A を生成お よ び 分解す る の に 必要な 酵素 に 影響
を与え る とい う. G A BA 分解酵素である G A B A トラ
ン ス ア ミ ナ ー ゼ に 対す る V P Aの 抑制作用 は, 生成酵
素で あ る グ ル タ ミ ン 酸脱炭酸酵素に 与 え られ る抑制作
用 より もか な り 強力で あ る15). それ 故, 脳内 G A B A濃
度の増加が お こ る と考え られ る.
Cies elski16)ら は聴原発作 マ ウ ス を使 っ た 研究 か ら,
V P A 400m g/kg投与 に よ り マ ウ ス は, 2時間 に わ た
り完全に 音刺激に よ る発作 が抑制さ れ る こ と を報告 し
て い る. こ の 時の脳内 G A B A濃度は, 最高 に 増加 した
時点 で コ ン ト ロ ー ル よ り 60% 増加して い た とい う.
Simle r1 7)ら は V P A の G A B A ト ラン ス ア ミ ナ ー ゼ
抑制 は競合作用 に よ る もの だ と い う. VP Aの G A B A
濃度増加 に 関する研究 は, G A B Aを調節す る他の 酵素
につ い ても な され て い る. コ ハ ク酸 セ ミ ア ル デ ヒ ドロ
ゲナ ー ゼ は, 5お よび 10m M の V P A で有意 に 抑制さ
れ る1 8). Anle z a rk1 9)2 0)ら に よ る と, 5m M の V P A はコ
ハ ク酸 デ ヒ ドロ ゲナ ー ゼ を 90%抑制す る と い う . こ の
レ ベ ル は マ ウ ス に 600m g/kgの V P Aを投与 し た 量
に 相当す る .
Fole rら2 1)は 生 体中で の V P A の脳内 G A B A濃度
増加に よる抗 け い れ ん作用 を疑問視 して い る. つ まり
生体中で は G A B A ト ラン ス ア ミ ナ ー ゼの 抑制作用 は
弱い こ と を見い 出して い る.
イ ソ ニ ア ジ ッ ド に よ っ て お こ る 発作 と脳内 G A B A
濃度減少 の両者は, V P Aの 投与 に より 阻止 され る . つ
ま り, L6scher と Frey
2 2)は ジ アゼ パ ン , エ トサ ク シ マ
イ ド, トリ メ サ ジオ ン, V P A は, イ ソ ニ ア ジ ッ ドに よ
る G A B A減少と グ ル タ ミ ン 酸脱炭素酵素 の 抑制 に 対
抗す る こ と を報告して1)る . 一 方, A O A Aと ユ タ ノ ラ
ミ ン ー 0 一 硫酸塩 は G A B A ト ラン ス ア ミ ナ ー ゼ の 強力
な抑制剤で あり , 適量で は抗 け い れ ん作用 を持 つ . そ
して, V P A以 上 に 脳 内 G A B A漉度 を増加 さ せ る.
A O A Aで 治療 した ネズ ミ で は, コ バ ル ト巣 で G A B A
濃度 は増加 し, 同 じ こ とが V P A治療で も み ら れ る と
い う2 3). 脳波の部分稀波は A O A A投与で減少す るが ,
VPA 投与 で は減少しな い と い う . A OA Aの 投与量 を
増加 して い く と, 脳 内 G AB A濃度 も増加 して い く , し
か し抗け い れ ん作用 は不明確 に な っ て い くと い う. そ
れ故, 抗け い れ ん作用 を脳内 G ABA 濃度 の 増加 の み
に もと め る に は疑問が残る .
VP Aは実験動物 の脳内 G A B A濃度 を増加さ せ る.
そ し て , その 増 加は抗 け い れ ん作用 期間 に か な りよく
相関 して い る こ と は疑 い の ない 事実 で あ る. し かし,
抗け い れ ん 作用 の 発現時期と 脳 内 G A B A濃度増加に
,
つ い て厳密 に み た も の は手許の 文献 に は な い . つ ま り,
脳内 G A B A濃度の 増加が どの 程度以 上 に な る と抗け
い れ ん作用 を示 すの か を対照 を たて て報告し てある も
の はな い
.
また , 多く の 報告は V P A注射後 30分以降
の 脳内 G A B A濃度の 変化 をみ て い て, そ れ 以 前の も
の に つ い て は ふ れ て い な い . ふ れ て あ っ て も 脳内
G A B A濃度の増加 は少な い . それ ゆ え, 抗け い れ ん作
用 の 発現磯序 と VP Aに よ る脳内 GA B A濃度 の 増加
時期 と は 一 致 して い な い .
G A B A を増加させ るた めに 必 要な V P Aの 童は, 人
間の抗 て んか ん 薬と し ての 使用 量 に 比 べ る と か なり多
い
. 人 間で は V P Aの 治療有効血中濃度は50～ 100〟g
/ml とい わ れ2 4),30～ 50m g/kg/日 を使用 する . 今回の
実験 で は Eト マ ウ ス の 発作 を阻止 す る の に 必 要な血中
V P A濃度は 170ノノg/ml 以 上 で あっ た . しか も, その 出
で は脳内 G A B A濃度の 増加 は大き く な か っ た . ま た,
ペ ン チ レ ン テ ト ラ ゾ ー ル に よ りひ き お こ され る 強直発
作 を阻止 す る の に 必 要な V P Aの 基 (E D5 ｡:120mg/
kg i.p.) で は脳内 G A B A濃度 に 変化を与え な い と い
う .
V P Aの 抗 け い れ ん 剤と し て の 一 般治 療崖 を使用 し
た後, V P Aの 脳 内も し く は髄液中濃度 が 5～ 10 mM
で あ っ たと の報告は人 間と 実験動物 で は な い . それ ゆ
え, V P A が脳 内 G A B A濃 度 を 変化 さ せ る 程 の
G A B A ト ラン ス ア ミ ナ ー ゼ , また は , コ ハ ク酸 セ ミ ア
ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を抑制す る と い う 可 能性 は低しゝと
考 え る.
今 回 の著者の 実験 で は, Eト マ ウ ス に V P Aを従来の
投与量 よ り少な い 約 250m g/kg を腹腔内注射し た. そ
の 結果, 従来の よ う に脳 内 G A B A濃度 の 増加 をみ た
が, 増加程度 は充分と は い えな か っ た . し か し, これ
ま で の 実験 で は見落さ れ て い た と 考え ら れる アス パ ラ
ギ ン 酸の 脳内濃度の 低下が V P Aの 抗 け い れ ん作用と
よ く 相関す る こ と を見 い 出し た. つ ま り, V P A約250
m g/kg 腹腔内注射の 15分後 で け い れ ん 発作 が抑制さ
れ た時点 で は, まだ 脳内 G A B A濃度 が増加 し て い な
く て , ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度 が有意に 減少し て い た . そ
の 後も 発作抑制時期 に-一致 し て, ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度
が約 2/皿 01/g 湿重 墨 以 下 と 減少し て い た .
さ ら に , 測定 し た 3種の ア ミ ノ 酸の う ち脳内 G A B A
濃度の み を増加 させ る た め , A O A A約 20m g/kg を注
射 した . つ ま り, V P Aの 脳 内 G A B A濃度の 増加とそ
の 抗 け い れ ん作 用程度 を知る為 の 対照 と した .
そ の 結 果, A O A A注射 で , 脳 内 G A B A濃度 が3
パ ル プ ロ 酸の 抗 けい れ ん機序に 関 して
〟m Ol/g湿 重出 以上 で 発 作闇値の 上 昇を み た. 発作の
完全抑制が み られ た の は, 脳内 G A B A濃度が 4/` m Ol
/g 湿重 量以 上 の 時で あ っ た . しか し, V P Aに よ る脳内
G AB A濃度の 増加 は 3FEm Ol/g 湿重 出 を越 える こ と
はなか っ た . つ ま り , V P A 250m g/kg 腹腔内注射時の
脳内 G A B A濃度増加作用 は, け い れ ん発作開催 の 上
昇をもた らす 程強く は な い と考 え られ る. これ ら の こ
とよ り, El-マ ウ ス に 対す る V P Aの 抗 け い れ ん作用
は, 従来, 他 の 動物 実験で 示 さ れ て 来 た よ う に 脳 内
G A B A濃度増加作用 に よ る もの よ り も , 脳内ア ス パ ラ
ギ ン酸濃度減少作用 に よ る もの の 方が, よ り重要な因
子と考え た.
なお, E トマ ウ ス に お け る, こ れ ら 3種類の 神経伝達




それ に よ る と ア ス パ ラ ギン 酸の み が 痙攣
発作の 直前か ら発作中に か けて減少 した と い う. 他の
2種類に は変化が な か っ たと い う . 今回 の 著者の 実験
で は発作直後 の もの よ り, V P A注射 に よ り発作が抑
制され たも の の 方が脳内ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度は低か っ
た
.
そ れ ゆ え に , こ の 脳 内アス パ ラ ギ ン 酸濃度の低下
現象は V P Aの 作用 に よる もの と 考 える.
Kukin oら8)に よ り, V P Aの 脳内 ア ス パ ラ ギ ン 酸濃
度の 減少作用 が報告さ れ て い る. し か し, 抗け い れ ん
作用 と の 関係 に つ い て は あ ま り 重 視 し て い な い .
Scheche rら9)は, D B A/2 マ ウ ス に V P A400mg/kg
を腹腔内注射 し て , 経時的に 脳内 G A B A, ア ス パ ラ ギ
ン酸濃度 を測定 して い る. 同時に 音刺激 に よ る発作発
現 と抑制 とに つ い て 観察し てい る. その 結果, 発作抑
制の 開始時期 に 一 致 し て 脳内 G A B A濃度 の 増加 と脳
内ア ス パ ラギ ン酸濃度の 減少 を観察 し て い る. しか し,
注射後 15分値 の脳内 G A B A濃度は変化 な く, 脳 内ア
スパ ラ ギン 酸濃度 は有意に 低下 して い る の に , 抗 け い
れん作 軌 こ つ い て は記載 してい な い . それ ゆ え, 脳内
G A BA 濃度 の 増加 と発作抑制開始時期が d 致 す る か
に は疑問が残る.
ア ミ ノ酸以 外の 神経伝達物質 に 対 す る VP Aの 作用
も重要 で ある . て ん か ん を含む種々 の 神経疾患で トリ
プトフ ァ ン 代謝異常が 示 唆 され て い る . 動物実験 で も,
モ ノ ア ミ ン の → 種の セ ロ トニ ン を枯渇さ せ ると 痩攣閥
値は低下し痙攣は お こ りや すく な る
.
ま た, セ ロ ト ニ
ン を上昇させ る と痙攣閲値は上 昇す る. 森 ら2 6)は , E l
-マ ウ ス に M E 486 と 5セ ド ロ トリ プ ト フ ァ ン を投与
し, 脳内セ ロ ト ニ ン を上 昇さ せ , そ の 時の E トマ ウス の
発作頻度の 減少を報告 して い る. しか し経時的な関連
性お よ び他の 神経伝達物質に つ い て は測 っ て い な い .
-¶--｣方, Ho rten2 7)ら は, V P A 400～ 600mg/kg を D B A/
2マ ウ ス に 投与 し, 音刺激に よ る け い れ ん の 抑制 と脳
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内 G A B A, ホ モ バ ニ リ ン 軌 5- ヒ ド ロ キ シ イ ン ド ー )t/
酸 (セ ロ ト ニ ン の 終末代謝産物) 濃度と の 関係を みて
い る . そ の 結果, けい れ ん抑制時期と脳内 G A B A濃度
増加 との 関連性 を強調 して い る が, 他 の 2者に 関して
は増加 はみ ら れ たが , け い れ ん抑制時期 とは 関連が な
か っ た とい う . それ ゆ え, 今回 の 実験 で はセ ロ ト ニ ン
に 関し て検討 して い な い が, 支障 はな い と考 える.
W eitz28)ら は, 新生児の 重篤で 難治な けい れ ん で , 髄
液中の ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度が 正 常の 3倍以上 に 増加 し
てい る例 を報告し てい る. 他の ア ミ ノ酸 は正 常範囲内
で あ っ た . 治療薬 は フ エ ノ バ ル ビタ ー ル (血 中濃度で
充分出)の他, ク ロ ナ ゼ パ ム , VP A を使用 して い るが
発作 は コ ン ト ロ ー ル さ れ なか っ た . しか し, V P A の血
中濃度, その 後の 髄液中ア ス パ ラ ギン酸濃度に 関す る
記載は ない . それ 故, 充分量の V PA 使用 に よる髄液中
の ア ス パ ラ ギ ン酸濃度の変化 と痙攣闘値 との 関係 が今
後の 問題と して残 っ て い る .
従来の 研究 で は V P A の使 用 量が 400 mg/kg 以 上
と か な り 大量に 使 わ れ て い た の に 比 べ , 著者の V P A
使用量 は約 250m g/kg と か な り少 ない 畳で あ っ た . そ
の 為, 従来 強調 され て い た 脳内 G A B A増加作用 と抗
けい れ ん作用 と の 関係が うす れ , 見と お さ れ て い た脳
内ア ス パ ラ ギ ン酸濃度の 減少作用と抗け い れ ん作用 と
の 関係が 明 らか に な っ た と考 える.
今 回の 実験で は小脳 , 臭球 を除く全脳 を使用 し, 脳
の 各部位 に よ る検討は し て い ない . V P A の作用 点 は
そ の 他の 実験に よ り, 脳幹網様体, と く に 下行系に 対
す る鋭敏 は抑制作用 , 海馬, 扁桃体な どの辺 緑系に 対
す る強 い 抑制作用 , 脊髄 に 対す る抑制作用 が 知ら れて
い る2 9). 今後 は こ れ らの 作用部位で の変動を確 か め る
必要が ある .
結 論
Eト マ ウ ス を使 い , その脳 内 G ABA, アス パ ラ ギ ン
酸, グ ル タ ミ ン 酸濃度 に お よ ぽ す V P A の作用 と抗 け
い れ ん 作用 に つ い て検 討 した. 脳内 G A B A濃度の み
を増加させ る対照と して A O A Aを用 い た. そ の 結果,
①発作は V P A群 では 注射 15分後 か ら 90分後 ま で抑
制さ れ た. AOA A群で は注射後30分よ り発作閥億の
上 昇 を み た. ②発作抑制時の 血 祭中 V P A濃度 は約
170〟g/ml 以 上で あ っ た . ③ V P A注射15分後の 発作
抑制 をみ た 時点 で , ア ス パ ラ ギ ン酸 は有意に 減少し て
い たが , G A B A, グル タ ミ ン酸 に は変化は なか っ た .
④発作抑制 に 必要な脳内濃度は, 各々, G A B A で は 4
〟 m Ol/g 湿重 量(コ ン トロ ー ル の 1.6倍) 以上 , ア ス パ
ラ ギ ン 酸 で は 2.OJ( m Ol/g 湿重量 (コ ン ト ロ
ー ル の
0.6倍) 以下と考 え られ たが , V P Aに よる脳内 G A B A
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濃度の増加 は 3.0耳 m Ol/g 湿重量以下であ っ た . 以上
よ り, V P A約 250m g/kg 注射時の E l一 マ ウ ス の発作
抑制作用は, 脳内 G A B A漉度増加に よ るよ りも, ア ス
パ ラギ ン 酸減少作用 が より 重要 な因子 と考 えた .
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Abstract
In orderto elu cidate the mecha nis m of a ntic o n vu1s a nt action of v alpr oic a cid(VP A), the
effe ct of V PA o n br ain lev els ofγ
- a min obutyric a cid(G A B A), a SPartic a cida nd gluta mic acid
W a S Studied u$ing a co n v ulsive strain ofthe E lm o u s e･ In t he c o ntrol e xperim e nts,t he effe ctof
a min o- O Xya C etic a cid(A O A A), Which is kn ow nto a ct a s an a ntico n vuls a nt by in c re a singthe
in tra c e rebr al c o n c e ntratio n s of G A B A
,
W a Salso evalu ated･ The c o n vu1sive r espon s eof Elmice,
1 2 to 1 4 w e eks ol¢, W a Sindu cible by m e a n s of postural stim ulatio n u nbala n cing the m, 1.e. ,
thr o wing the m o u s e upin t he air 1 5 to 2 0c m se v e ral tim e s･ Ev aluatio n ofsuch a respon s eto
thr o wing m a n e u v e r a nd deter minatio n of brain G A B A
,
aSPa rtic a cido rgluta mic a cidinthe brain
W er ePe rfo r m ed s equ e ntially afte rthe intrape rito neal 咄 e ctio n of 2 5 0mg/kg V P Ao r2 0mg/kg
A OA A･ T he whole br ain e x c ept c e r ebellu m w as fr oz en in liquidnitroge n and rapidlyd issected
O ut befo re the tha w s et in ･ T he cdnc e ntratio n s of GA B A, a SPartic a cida nd glutamic a cidw e re
deter min ed byt he u s e ofe n zymic m ethods.
T he administratio n of V P A(2 5 0mg/kg)pr ote cted Elmic efro m t he oc c u rre nce of thr o wing-
indu ced seiz u r es t hr o ugho ut 1 5 to 9 0 min afte rthe irde ctio n･ Du ringthis seiz ur e-free pe riod,
brain c o n c e ntr ation s of a spa rtic a cid w e rem aintain ed at dec reased le vels (<2.O pm ol/g w et
W eight)･ In c o ntr ast, GA B Acon c e ntr atio n sin the brain sho w ed no ap pre ciable changes ap pro-
Ⅹim ately 1 5min after the V PA admi mistratio n
,
but in c r e a s ed to t he pe ak levels,tho ugh1e s st han
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3 FLm Ol/g of w et w eight,
一
3 0 min afte rthe Both le vels of a spa rtic a cid and G A B A in the brain
retu r n ed to pretre atm ent levels, about 3.3 a nd 2･2 pm ol/g of wet w eight, r e SPe Ctiv ely, Wit hin 6
hr of t he V P A irde ction. Ho w e v er, V P Aadm in istration didn otc au se a nysignificant cha ngesin
br ain gluta mic acid. T he oc curr enc eof throwing
･indu ced seizur e s w a s com pletely inhibited 9 0
min to 6 hr afterthe ad ministration of A O A A(2 0m g/kg). Duringthisperiod, O nly a ninc re as e
in brainlevelsof GAB A(>4pm ol/g ofw et w eight)w as n oted.
The r esultsindicated t hat theintra c erebralconcentratio ns which ap peared to be neces saryfor
seiz ur eprotection in E lmic$ W e re m Or ethan 4.OJlm Ol/g ofw et w eight(
～ 1･6 Ⅹofpretreatm e nt
values)for G A B Aa nd lessthan 2.Opm ol/g of w et brain w eight(～ 0･6 Xpretr eatm e ntv alu es)fo r
aspa rtic acid. From t hes e e xpe rim ental findings, itwas spe culated that inhib iti
o n ofEl m o use
,
s
$eizu r e sby V P Aadministr ation might largely be m ed iated by t he de c rease of apartic a cidbr ain
co nc entrations ratherthan the elevatio n of intrac e rebralconcentratio ns of G A B A.
